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Besehrelbung 

[0001] Die Synthese von Creatinin erfolgt im menschlichen Korper in Teilschritten. an denen mehrere Korperorgane 
beteiligt sind; vgl. Abb. 1 (NARAYAMAN, S., APPLETON, H.D. (1980). Clin. Chem. 26: 1119-1125). 

5 [0002] In den Nleren entsteht aus Arginin und Glycin Ornithin und Guanidinacetat. Dieses gelangt uber die Blutbahn 
zur Leber, wo aus Guanidinacetat Creatin synthetisiert wird, das uber die Blutbahn in die Muskulatur gelangt. im Muskel 
wird Creatin durch Creatlnkinase (EC 2.7.3.2.) zum energiereichen Creatinphosphat phosphoryliert. Creatinphosphat 
dient im Muskel zur schnellen Uberbruckung der Energieversorgung als Reservephosphat, das ATP kontinuierlich 
regeneriert. In der Erholungsphase erfolgt eine rasche Rephosphorylierung des Creatins zu Creatinphosphat und der 

10 Abbau des Creatinphosphats zu Creatinin unter Abspattung von anorganischem Phosphat. 

[0003] Creatinin wird in den Nieren glomerular filtriert und ausgeschieden. Die Ausscheidung von Creatinin erfolgt 
in konstanter Beziehung zur Muskelmasse und zum Korpergewicht. Emohungen des Creatininspiegels im Plasma 
weisen bei normaler Muskeifunktion auf Nierenfunktionsstorungen hin. 

[0004] Das endogen geblldete Creatinin wird in den Nieren bei normaler Piasmakonzentration weder reabsorbed 
15 noch sezemiert. Es kann daher als BezugsgroBe fur die Diagnostik renaler Storungen herangezogen werden. Da die 
Creatinin-Konzentration im Plasma isoliert betrachtet ohne eine diagnostische Sensitivitat ist, erlaubt ihre alleinige 
Bestimmung keine ausreichende Beurteilung der Nierenfunktion bzw. der glomerulfiren Filtrationsrate. Eine fur klini- 
sche Belange ausreichende quantitative Aussage uber die glomerulare Filtrationsrate wird durch die endogene Crea- 
tinin-Clearance erhalten, die eine exakte Ermittlung der Konzentrationen von Creatinin im Plasma und Urin zugrunde 
20 liegt. Indikation zur Durchfuhrung einer endogenen Creatinin-Clearance ist das Erfassen einer eingeschrankten glo- 
merulSren Filtrationsrate bei Erstuntersuchungen, pathologischen Hambestandteilen, Hypertonic, akut und chroni- 
schen Nierenkranken, Hamodialysebehandlungen, Stoffwechselstorungen, Schwangerschaft und Medikation mit po- 
tentiellen nephrotoxischen Substanzen. 

[0005] Zur Bestimmung der Creatininkonzentration im Plasma und Urin stehen prinzipiell chemische und enzyma- 
25 tische Nachweisverfahren zur Verfugung. 

[0006] Bei dem vorherrschenden chemischen Verfahren (Methode nach Jaffe) wird Creatinin mit Pikrinsaure im al- 

kalischen Milieu umgesetzt, wobei ein gelbrotlicher Farbstoff, ein Jankovskikomplex entsteht (JAFF&, M. (1886) Z. 

Physiol. Chem. 10: 391 -400), der photometrisch bei einer Wellenlange von 500-550 nm gemessen wird. Nachteil dieses 

Verfahrens ist jedoch eine geringe Spezifitat; denn zahlreiche Nicht-Creatinin-Chromogene wie z. B. Bilirubin, Glukose, 
30 Ketonkdrper Acetoacetat und Pharmaka wie Cephalosporine und Metamizol bilden mit alkalischem Pikrat ein ahnliches 

Reaktionsprodukt wie Creatinin (SOLDIN, S.J., Henderson, L, Hill, J.G. (1978). Clin. Chem. 26: 286-290; KROLL, M. 

H., HAGENGRUBER, C, ELIN, R.J. (19B5). J. Biol. Chem. 115: 333-341 ; SWAIN, R.R, BRIGGS, S.L (1977). Clin. 

Chem. 23: 1340-1 342; SAAH. A.J., KOCH,T.R. DRUSANO, G.L (1 982). JAMA 247: 205). In derVergangenheit wurden 

verschiedenste Versuche unternommen, dieses Verfahren zu spezifizieren. Eine Modifikation bestand darin, Creatinin 
35 an Fullererde zu absorbieren, urn so die wahre Creatininkonzentration zu ermitteln (KNOLL, E., STAMM, D. (1970). 

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 8: 582-587; KNOLL, E., WISSER, H. (1973). Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. 11: 411). 

Zum anderen wurde in einigen Autoanalysem der "continous-f low-Generation" versucht, uber eine Vordialyse dieses 

Verfahren vom EinflusswesentlicherStorgroBen zubefreien (POPPER, H., MANDEL, E. MAYER ; H. (1969). Biochem. 

Z. 291: 394; SCHEUERBRANDT, G., HELGER, R. (1969). Artztl. Lab. 15: 65). 
40 [0007] Bei einemweiteren chemischen Verfahren wird Creatinin mit o-Nitrobenzaldehydzu Methylguanidin abgebaut 

und mit Hilfe der Sahaguchi-Reaktion nachgewiesen (Van PILSUM, J.F., MARTIN, R.P., KITO, E. HESS, J. (1956). J. 

Biol. Chem. 222: 225-236). 

[0008] Des weiteren ist ein chemisches Verfahren bekannt, bei dem 3,5-Dinitrobenzoesaure bzw. 3,5-Dinitroben- 
zoylchlorid eingesetzt wird, das mit Creatinin elnen purpurroten Farbkomplex bildet (LANGLEY, W.D., EVENS, M. 
45 (1936). J. Biol. Chem. 115: 333-341; BENEDICT, S.R., BEHRE, J.A. (1936). J. Biol. Chem. 114: 515-532; SIROTA, J. 
H, BALDWIN, D.S., VILLAREAL, H. (1950). J. Clin. Invest. 29: 187-192). 

[0009] Keines dieser chemischen Verfahren weist jedoch eine gegenuber der Jaff6-Methode verbesserte Spezifitat 
auf. 

[0010] Prinzipiell stehen drei unterschiedliche enzymatische Verfahren zur Bestimmung der Creatininkonzentration 
50 im Plasma und Urin zur Verfugung. Bei zwei dieser Verfahren wird Creatinin im ersten Reaktionsschritt mittels Crea- 
tininase (EC 3.5.2.1 0) zu Creatin umgesetzt. 

[001 1] Bei einem Verfahren liefert die Umsetzung von Creatin zu Creatinphosphat in Ge gen wart von Creatinkinase 
(EC 2.7.3.2.) ADP, welches mit PEP von Pyruvatkinase (EC 2.7.1 .40) zu Pyruvat und ATP umgesetzt wird; vgl. Abb. 
2. Das Pyruvat wird in der Indikatorreaktion in Gegenwart von Laktatdehydrogenase (EC 1 .1 .1 .27) zu Laktat umgesetzt. 
55 Hierbei wird der Verbrauch von NADH durch eine Extinktionsabnahme bei 340 nm gemessen, die mit der Creatinin- 
konzentration in der untersuchten Probe in Beziehung steht. 

[0012] In einem weiteren Verfahren wird das durch die enzymatische Umsetzung von Creatinin mit Creatinlnase (EC 
3.5.2.1 0.) erhaltene Creatin durch 2 Hilfsreaktionen mittels Creatinase (EC 3.5.3.3.) und Sarcosinoxidase (EC 1 .5.3. 1 .) 
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zu Glycin, Formaldehyd und H 2 0 2 abgebaut; vgL Abb. 3. Die Menge an gebildetem H 2 0 2 wlrd in der Indikatorreaktion, 
einer modifizierten Trinderreaktion PAP, mittels Peroxidase (EC 1.11.1.7.) anhand der Extinktionszunahme bei 510 
Oder 546 nm bestimmt (GUDER, W.G., HOFFMANN, G.E., POPPE, W.A., SIEDEL, J., PRICE, CP (1986). J. Chem. 
Clin. Biochem. 24: 889-902). 

5 [0013] Ein weiteres Verfahren beruht auf der durch Creatinin-Oeiminase (EC 3.5.4.21) katalysierten Spaltung von 
Creatinin zu N-Methylhydantoin und Ammoniak (Messreaktion, SZULMAJSTER, J. (1 958). J. Bacteriol. 75: 633-639). 
Die Menge an gebildetem Ammoniak kann in einer Mehrschichtfilmtechnik mittels I ndikator bestimmt werden (Indika- 
torreaktion, SHIREY, T.L. (1983). Clin. Biochem. 16: 147-152). Altemativ kann Ammoniak mit cc-Ketoglutarat und NAD- 
PH/H© mittels Glutamat-Dehydrogenase zu Glutamat umgesetzt und photometrisch die Extinktionsabnahme bei 340 

10 bzw. 365 nm gemessen werden (LIM, F. (1974). Clin. Chem. 20: 871; TANGANELLI, E., PRINCIPE, L, BASSI, D. ( 
CAMBIAGHI, S., MURADOR, E. (1982). Clin. Chem. 28: 1461-1464); vgl. Abb. 4. 

[0014] Die oben beschriebenen enzymatischen Verfahren unteiiiegen nicht den zahlreichen Storfaktoren der heute 
noch weitverbreiteten Jaffe-Methode. Allerdings scheiterte das von Tanganelli vorgeschlagene Verfahren an der un- 
zureichenden Substratspezifitfit der in der Messreaktion eingesetzten Creatinin-Deimininase, die neben Creatinin auch 

15 Cytosin und verwandte Derivate umsetzte. Diese positiven Interferenzen fuhrten bei Anwendung des enzymatischen 
Tanganellischen Testes zu falsch hohen Creatininwerten - einer Pseudohypercreatininamie. 
[0015] Es 1st daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Mittel und Verfahren bereitzustellen, die eine Bestim- 
mung der Menge an Creatinin in einer Probe mit hinreichender Genauigkeit ertauben. wobei Interferenzen mit anderen 
Substanzen, insbesondere Cytosin, bei der Messung moglichst vermieden werden sollen. Diese Mittel und Verfahren 

20 sollen insbesondere eine kostengunstige Untersuchung groBer Probenserien bei angemessener Geschwindigkeit er- 
moglichen. 

[0016] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch den Gegenstand der Patentanspruche gelost. 

[0017] Die Erfindung betrifft eine Nukleinsauresequenz, die fur eine Protein Oder Polypeptid mit der Aktivitat einer 

Creatinin-Deiminase kodiert. In einer Ausfuhrungsform betrifft die Erflndung die in SEQ ID NO:1 gezeigte Nukleinsau- 

25 resequenz oder einen Teil oder ein Derivat hiervon. 

[001 8] Der Begriff "Nukleinsauresequenz, die fur ein Protein oder Polypeptid mit der Aktivitat einer Creatinin-Deimi- 
nase kodiert" wird hier in der allgemeinsten Form gebraucht und umfasst jede Abfolge von Nukleotidbasen, die direkt 
oder uber eine komplementare Reihe von Nukleotidbasen eine Ami nosau resequenz eines Proteins oder Polypeptids 
mit der Aktivitat einer Creatinin-Deiminase bestimmt. 

30 [001 9] Mit dem Begriff "Aktivitat einer Creatinin-Deiminase" ist jede enzymatische Aktivitat gemeint, die Creatinin zu 
N-Methylhydantoin und Ammoniak umsetzt. 

[0020] Mit "Derivat" einer Nukleinsauresequenz ist gemeint, dass einzelne oder multiple Nukleotidsubstitution, -de- 
letion und/oder -addition in der Nukleinsauresequenz vorliegen. Weiterhin umfasst der Begriff "Derivat" auch eineche- 
mische Derivatislerung einer Nukleinsauresequenz an einer Nukleotidbase, am Zucker oder am Phosphat. Der Begriff 
35 "Derivat" umfasst auch Nukleinsauresequenzen, die nicht in der Natur vorkommende Nukleotide und Nukleotidanaloga 
enthalten. 

[0021] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Nukleinsauresequenzen, die unter nledrig-, besser unter mittel- und 
am besten unter hoch-stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID NO:1 dargestellten Sequenz oder einem Teil oder 
einem Bereich davon hybridisieren. In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung eine Nukleinsauresequenz, 

40 die mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, besser mindestens 70% und noch besser mindestens 80% Ho- 
mologie zu der in SEQ ID NO:1 gezeigten Nukleinsauresequenz oder einem oder mehreren Bereichen davon aufweist. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die Nukleinsauresequenz mindestens 90%, insbesondere min- 
destens 95% oder mindestens 98% Homologie zu einem oder mehreren Bereichen, vorzugsweise zu dem vollstandi- 
gen Bereich der in SEQ ID NO: dargestellten Nukleinsauresequenz auf. In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die 

45 Erfindung eine Nukleinsauresequenz. die bezogen auf eine Nukleinsauresequenz gemaB der vorhergehenden Aus- 
fuhrungsformen degeneriert ist. Vorzugsweise kodiert die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz fur ein Protein oder 
Polypeptid, das Cytosin nicht deaminiert. 

[0022] Die erf indungsgemaBe Nukleinsauresequenz ist vorzugsweise Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder Ribonu- 
kleinsaure (RNA). Sie kann aus dem naturlichen Umfeld isoliert oder in vitro hergestellt oder synthetisiert werden. Die 

50 erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen umfassen genomische DNA, cDNA, rekombinant hergestellte und che- 
misch synthetisierte Molekule. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaBe Nuklein- 
sauresequenz aus Tissierella creatinini abgeleitet. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungs- 
gemaBe Nukleinsauresequenz eine rekombinante Nukleinsauresequenz. Die erfindungsgemaBe Nukleinsaurese- 
quenz kann als einzelstrangiges oderdoppelstrangiges und lineares oder kovalent kreisformig geschlossenes Molekiil 

55 vorliegen. 

[0023] Des weiteren betrifft die Erfindung eine Nukleinsauresequenz, die zu der erfindungsgemaBen Nukleinsaure- 
sequenz, die fur eine Protein oder Polypeptid mit der Aktivitat einer Creatinin-Deiminase kodiert, komplementar ist. 
Eine Nukleinsauresequenz ist dann zu einer anderen Nukleinsauresequenz "komplementar", wenn die beiden Se- 
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quenzen miteinander hybridisieren und ein stabiles Duplex eingehen konnen, wobei die Hybridisierung vorzugswelse 
unter Bedingungen erfolgt, die eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynukleotiden erlauben (stringente Bedin- 
gungen). 

[0024] Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen konnen alleine oder In Kombination mit anderen NukJein- 
5 sauresequenzen, insbesondere heterologen Nukleinsauresequenzen, vorllegen. In bevorzugten Ausfuhrungsfonmen 
liegt die erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz in Verbindung mit Expressionskontrollsequenzen vor, die in Bezug 
zu der erfindungsgemaBen Nukieinsauresequenz homoiog oder heterolog sein kdnnen. Der Begriff "Expressionskon- 
trollsequenz" umfasst erfindungsgemaB Promotoren : Enhancer und andere Kontrollelemente, die die Expression eines 
Gens steuern. In bestimmten erfindungsgemaBen Ausfuhrungsfomnen sind die Expressionskontrollsequenzen regu- 
10 lierbar. Des weiteren kann die erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz in Verbindung mit einer Nukieinsauresequenz 
vorliegen, die fur ein Polypeptid kodiert, das eine Sekretion des durch die erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz 
kodierten Proteins oder Polypeptide aus einer Wirtszelle steuert. 

[0025] Somrt wird erfindungsgemaB ein rekom bin antes DNA-Molekiil bereitgestellt, das die vorstehend erlauterte 
Nukieinsauresequenz, die fur ein Protein oder Polypeptid mit der Aktivitat einer Creatinin-Deiminase kodiert, oder eine 

15 komplementare Nukieinsauresequenz umfasst. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das rekombinante DNA-Mo- 
lekul ein Vektor oder ein Plasmid, gegebenenfalls mit einem Promotor, der die Expression der erf indungsgemaBen 
Nukieinsauresequenz steuert. Der Begriff "Vektor" wird dabei in seiner allgemeinsten Bedeutung verwendet und um- 
fasst jegltche intermediaren Vehikel fur eine Nukleinsaure, die es z.B. ermoglichen die Nukleinsaure in prokaryotische 
und/oder in eukaryotische Zellen etnzubringen und gegebenenfalls in ein Genom zu integrieren. Solche Vektoren wer- 

20 den vorzugsweise In der Zelle repliziert und/oder exprimiert. Ein intermediares Vehikel kann z.B. fur den Gebrauch bei 
der Elektroporation, beim Mikroprojektitbeschuss, beim Transfer mit Hilfe von Agrobakterien oder bei der Insertion 
uber DNA- oder RNA-Viren angepasst sein. 

[0026] Die Erfindung betrifft auch Wirtszellen, die eine erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz enthalten. Der Be- 
griff "Wirtszelle" betrifft jede Zelle, die mit einer exogenen Nukieinsauresequenz transformierbar oder transf izierbar ist. 

25 Wirtszellen konnen prokaryotische oder eukaryotische Zellen sein, insbesondere Hefezellen, Insektenzellen, Pflan- 
zenzellen und Saugerzellen. Bevorzugte prokaryotische Zellen sind Escherichia co//oder Bacillus subtilis. Die erfin- 
dungsgemaBe Nukieinsauresequenz kann in der Wirtszelle in einer einzigen oder in mehreren Kopien vorliegen und 
wird in einer Ausfuhrungsform in der Wirtszelle exprimiert. Der Begriff "Expression" wird erfindungsgemaB in seiner 
allgemeinsten Bedeutung verwendet und umfasst die Produktion von RNA Oder von RNAund Protein. Er umfasst auch 

30 eine teilweise Expression von Nukleinsauresequenzen. Des weiteren kann die Expression transient oder stabil erfol- 
gen. 

[0027] In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung Oligonukleotide, die mit einer erfindungsgemaBen 
Nukieinsauresequenz hybridisieren und als genetische Sonden oder als "Antisense"-Molekule verwendet werden kon- 
nen. NuMeins&uremolekule in der Form von Oligonukleotid-Primern oder kompetenten Proben, die mit einer erfin- 

35 dungsgemaBen Nukieinsauresequenz oderTeilen davon, insbesondere mit der in SEQ ID NO:1 dargestellten Nukie- 
insauresequenz hybridisieren, konnen zum Auffinden von Nukleinsauresequenzen verwendet werden, die zu der er- 
findungsgemaBe n Nukieinsauresequenz homoiog sind und fur ein Protein oder Polypeptid mit der Aktivitat einer Crea- 
tinin-Deiminase kodieren. PCR-Amplifikation, Southern- und Northem-Hybridisierung konnen zum Auffinden homolo- 
ger Nukleinsauresequenzen eingesetzt werden. Die Hybridisierung kann unter niedrig-, besser unter mittel- und am 

40 besten unter hoch-stringenten Bedingungen erfolgen. Der Begriff "stringente Bedingungen" betrifft erfindungsgemaB 
Bedingungen. die eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynukleotiden erlauben. 

[0028] "Antisense"-Molekule konnen zur Regulierung, insbesondere der Reduktion der Expression einer erfindungs- 
gemaBen Nukieinsauresequenz verwendet werden. Ein "Antisense-MolekuT umfasst erfindungsgemaB auch ein Kon- 
strukt, das eine erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz oder einen Tell davon in reverser Orientierung in Bezug auf 

45 einen Promotor enthalt Ein Antisense-Transkript der erfindungsgemaBen Nukieinsauresequenz oder ein Teil davon 
kann eine Duplex mit der naturlich vorkommenden mRNA, die das Enzym spezifiziert, eingehen und so eine Akkumu- 
lation von Oder die Translation der mRNA in das aktive Enzym verhlndern. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung 
von Ribozymen zur Inaktivierung der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen. Bevorzugte erfindungsgemaBe 
Oligonukleotide weisen eine Lange von 6 bis 50 Nukleotiden, insbesondere 10 bis 30 Nukleotiden und am besten 15 

50 bis 20 Nukleotiden auf und sind vorzugsweise vollstandig zu der erfindungsgemaBen Nukieinsauresequenz oder einem 
Teil davon komplementar. 

[0029] Die Erfindung betrifft weiterhin ein Protein oder Polypeptid mit der Aktivitat einer Creatinin-Deiminase. Das 
Protein oder Polypeptid wird vorzugsweise durch eine erfindungsgemaBe Nukieinsauresequenz kodiert. In einer wei- 
teren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Protein oder Polypeptid, das die in SEQ ID NO:2 gezeigte 
55 Aminosauresequenz oder einen Teil oder ein Derivat davon umfasst. 

[0030] "Derivate" eines Proteins oder Porypeptids oder einer Aminosauresequenz im Sinne dieser Erfindung umfas- 
sen Aminosaure-lnsertionsvarianten, Aminosaure-Deletionsvarianten und/oder Aminosaure-Substltutionsvarianten. 
[0031] Aminosaure-lnsertionsvarianten umfassen amino- und/oder carboxyterminale Fusionen, sowie Insertionen 
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von elnzelnen Oder mehreren Aminosauren in einer bestimmten Aminosauresequenz. Bel Aminosaure-Sequenzvari- 
anten mit einer Insertion werden ein odermehrere Aminosaurereste in eine vorbestimmte Stelle in einer Aminosaure- 
sequenz eingebracht, obwohi eine zufallige Insertion mit geeignetem Screening des resuttierenden Produkts auch 
mdglich 1st. Aminosfiure-Deletionsvarianten slnd durch das Entfemen von einer oder mehreren Aminosauren aus der 

s Sequenz charakterisiert. Aminosaure-Substitutionsvarianten zeichnen sich dadurch aus, dass wenigstens ein Rest in 
der Sequenz entfemt und ein anderer Rest an dessen Stelle eingefugt wird. Vorzugsweise ist das erfindungsgemaBe 
Protein oder Polypeptid mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 60%, besser mindestens 70% und noch besser 
mindestens 80% zu der in SEQ ID NO:2 gezeigten Sequenz homolog. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form betragt der Grad an Homologie mindestens 90%, insbesondere mindestens 95% oder mindestens 98%. 

10 [0032] Vorzugsweise befinden sich die Modif ikationen an Positionen in der Aminosauresequenz, die zwischen ho- 
mologen Protelnen oder Polypeptiden nlcht konserviert sind. Vorzugsweise werden Aminosauren durch andere mit 
ahnlichen Eigenschaften ersetzt, wie Hydrophobizitat, Hydrophtlizrtat, Elektronegativitat, Volumen der Seitenkette und 
ahnliches (konservative Substitution). Konservative Substitutionen betreffen beispielsweise den Austausch einer Ami- 
nosaure durch eine andere, nachstehend in derselben Gruppe wie die substltuierte Aminosaure aufgefuhrte Amino- 

15 saure: 

1 . kleine aliphatische, nicht-polare Oder leicht-polare Reste: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly) 

2. negativ geladene Reste und ihre Amide: Asn, Asp, Glu, Gin 

3. positiv geladene Reste: His, Arg, Lys 

20 4. groBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, He, Val (Cys) 

5. groBe aromatische Reste: Phe, Tyr, Trp. 

[0033] Drei Reste sind aufgrund inner besonderen Rolle fur die Proteinarchitektur in Klammem gesetzt. Gly ist der 
einzige Rest ohne eine Seitenkette und verleiht der Kette somlt Flexibility. Pro besltzt eine ungewohnliche Geometrie, 

25 die die Kette stark einschrankt. Cys kann eine Disulfidbrucke bilden. 

[0034] Die oben beschriebenen Aminosaure-Varianten konnen leicht mit Hilfe von bekannten Peptidsynthesetech- 
niken wie z.B. durch "Solid Phase Synthesis" (MERRIFIELD, R.B., STEWART J.M. (1965). Nature 207: 522-523) und 
ahnliche Verfahren oder durch rekombinante DNA-Manipulation hergestellt werden. Techniken, urn Substitutionsmu- 
tationen an vorbestimmten Stellen in DNA einzubringen, die eine bekannte oder teilweise bekannte Sequenz besitzt, 

30 sind gut bekannt und umfassen z.B. M13-Mutagenese. Die Manipulation von DNA-Sequenzen zur Herstellung von 
Proteinen mit Substitutionen, Insertionen oder Deletionen ist z.B. in Sambrook et. al. (SAMBROOK, J., FRITSCH, E. 
F, MANIATIS, T. (1989). Cold Spring Harbour Laboratory) ausfuhrlich beschrieben. 

[0035] "Derivate" der erfindungsgemaBen Proteine oder Polypeptide umfassen auch einzelne oder multiple Substi- 
tutionen, Deletionen und/oder Additionen jeglicher Molekule, die mit dem Enzym assoztiert sind, wie Kohlenhydrate, 
35 Lipide und/oder Proteine oder Polypeptide. 

[0036] Femer erstreckt sich der Begriff "Derivat" auch auf alie funktionellen chemischen Aquivalente der erfindungs- 
gemaBen Proteine oder Polypeptide. 

[0037] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins oder Polypeptides 
mit Creatintn-Deiminaseaktivitat, wobei eine erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz, die fur ein Protein oder Poly- 
40 peptld mit der AkrM&t einer Creatinin-Deiminase kodiert, in einer Wirtszelle exprimiert und das Protein oder Polypeptid 
isoliert wird. Vorzugsweise erfolgt die Isolierung des Proteins oder Polypeptids durch Ammoniumsulfatfallung, Chro- 
matographie an Phenylsepharose und DEAE-SepharoseCL6B. 

[0038] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung des Creatlnin-Ge halts in einer 
Probe, vorzugsweise In einer Korperflussigkeit, insbesondere Plasma, Serum oder Urin, durch Verwendung des erfin- 

45 dungsgemaBen Proteins oder Polypeptids mit der Aktivitat einer Creatinin-Deiminase. Eine derartige Bestimmung des 
Creatinin-Gehalts kann Aufschluss uber die glomerulare Filtrationsrate, d.h. die in einer Zeiteinheit filtrierte Flussig- 
keitsmenge, der Nlere geben. Die Bestimmung von Creatinin in KdrperflQssigkeiten kann femer zur Diagnose von 
Muskelerkrankungen oderverschiedenen Nierenerkrankungen wie Nephritis oder Niereninsuffizienz dienen. 
[0039] Vorzugsweise wird die Probe mit einer erfindungsgemaBen Creatinine-Deiminase behandelt und die Menge 

so des gebildeten Ammoniaks bestlmmt. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Bestimmung des Ammonlaks 
durch Behandlung mit Glutamatdehydrogenase in Gegenwart von cc-Ketoglutarat und NADH (bzw. NADPH) und Mes- 
sung des Verbrauchs an NADH (bzw. NADPH), vorzugsweise durch photometrische Messung bei 340 bzw. 365 nm. 
[0040] Dieses erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht die Bestimmung von Creatinin bel Elnsatz von nur zwei En- 
zymen, die in einer Mess- bzw. Indikatorreaktion eingesetzt werden, wobei keine komplizierten Hilfsreaktionen erfor- 

55 deriich sind. Wie in Tabelle 1 gezeigt ist, weist die erfindungsgemaBe Creatinin-Deiminase eine auBerordentlich hohe 
Spezifitat fur sein Substrat Creatinin auf. Das Enzym zeigt insbesondere mit Cytosin bis zu einer Konzentration von 
2000 mg/ml keine Interferenz In der Reaktion. Somit ermoglicht die erfindungsgemaBe Creatinin-Deiminase eine Be- 
stimmung von Creatinin auch in Gegenwart anderer Substrate, insbesondere Cytosin ohne das Auftreten einer Inter- 
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ferenz : die das Messergebnis verf&lschen wiirde. 



Tabellel: 





Interferenzstudien mit der gereinigten heterolog exprimierten Creatinin-Deiminase aus Tissierella creatininimKt 


5 


verschiedenen In Seren relevanten Substanzen. Diese wurden zum Standardtestansatz zugegeben und jeweils die 
Aktivitat der Creatinin-Deiminase bestimmt. Bei den aufgefuhrten Substanzen traten in den angegebenen 
Konzentrationen keine Interferenzen mit dem Enzymtest auf. 




Verbindung/Losung 


Keine Interferenzen bis zu einer Konzentration von 


10 




(mgfl) 




KUcLUdUfcJLd un2^> Ucal. 


7.8 




rw^ciun/ now ucoi, 


2000 




Ac/virhincni iro7 H~0 riPQt 

noUUI Ull loaUl tv n^K- 1 UCOI. 


200 


15 


Pili n iHin 
DIIIIUUlll 


210 




63 




1/dlUIUII/ rlrtU Ucol. 


860 




oreaun/ n 2 LJ uesi. 


?nnn 




Cytosin 


9nnn 


20 


Epinephrin/ H2O dest. 


u,uo 




ClOincUaC 


666 




Pli mmKlaetin 


33 




o~riuuiUL»yiuoiii n 2 \^ ucol. ^rMiiruuij 


1000 


25 


Fuoresemid 


'♦too 


f^ll il/nQA 
dIUIKUOC 


1100 




Hamoglobin (hamolysiertes Serum) 


kein 




Histidirt/aqfi/aWdesf 


2250 




igM 


20.000 


30 


ot-Methyl-Dopa/H 2 0 dest. 


107 




Neogama D novo 


666 




Nitrofurantoin/ H 2 0 dest. 


200 




Nortenefrin/ H 2 0 dest. 


1,5 


35 


Oxalsaure/ H 2 0 dest. 


400 


Predni H Tablinen (Prednisolon) 


278 




Pyruvat/ H 2 0 dest. 


5 S 9 




Sal azosu tfapyridi n/Meth anol 


550 




Su If atmethoxazol/Aceton 


500 


40 


Trimethoprim/Methanol 


46 




vancomycin 


288 



[0041] Die vorliegende Erfindung betrifftauch einen Kitzur Bestimmung derCreatinin-Konzentration. Dererfindungs- 
gemSfte Kit kann eine erfindungsgemaSe Nukleinsauresequenz, die fur ein Protein Oder Polypeptid mit Creatinin- 
es Deiminase-Aktivitat kodiert eine Wirtszelle, die eine derartige Nukleinsaure enthalt oder ein erfindungsgemaBes Pro- 
tein oder Polypeptid mit Creatinin-Deiminase-Aktivitat umfassen. Weitemin konnen in dem Kit Reagenzien enthalten 
sein, die der Messung der Creatininmenge in einer Probe dienen und die in dieser Erfindung beschrieben sind. 
[0042] Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Abbildungen und Beispiele ausfuhrlich beschrieben, 
die ausschlieBiich der Erlauterung dienen und nicht begrenzend zu verstehen sind. Dem Fachmann sind aufgrund der 
50 Beschreibung und der Beispiele weitere Ausfuhrungsformen zuganglich, die ebenfalls erfindungsgemaB umfasst sind. 

Figuren: 

[0043] 

55 

Abb. 1; Biosynthese von Creatin und Creatinin im menschlichen Korper. Die Synthese erfoigt in mehreren 
Schrftten in verschiedenen KSrperorganen. 
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Enzymatlsche Bestlmmung von Creatlnln mlt Creatlnlnase, Creatln-Klnase, Pyruvat-Klnase und 
Laktatdehydrogenase. Creatinin wird katalysiert durch Creatininase und Creatin-Kinase gekoppelt mit 
Pyruvatbildung. Das Pyruvatwird in der Indikatorreaktion in Gegenwart von Laktatdehydrogenase zu Lak- 
tat umgesetzt und dabel elne Extlnktionsabnahme bei 340 nm von NADH gemessen. 

Enzymatlsche Bestimmung von Creatinin mit Creatininase, Creatinase, Sarcosinoxidase und Per- 
oxidase. Creatinin wird katalysiert durch Creatininase, Creatinase und Sarcosinoxidase zu Giycin : Form- 
aldehyd und H 2 0 2 abgebaut. Das H 2 0 2 wird in der Indikatorreaktion mittels Peroxidase anhand der Ex- 
tinktionszunahme bei 510 oder 546 nm bestimmt. 

Enzymatlsche Bestlmmung von Creatinin mit Creatinln-Delmlnase und Glutamatdehydrogenase. 

Creatinin wird katalysiert durch Creatinin -Deiminase zu N-Methylhydantoin und Ammoniak abgebaut. Der 
Ammoniak wird mit a-Ketoglutarat und NADH mittels Glutamat-Dehydrogenase zu Glutamat umgesetzt 
und photometrisch die Extinktionsabnahme durch Verbrauch an NADH bei 340 bzw. 365 nm gemessen. 

Schematische Darstellung des pBluescriptSK + -Vektors. Gezeigt sind einige Restriktionsschnittstellen. 
Abkurzungen: 11 ori: Phage 11 Replikatlonsursprung; Ap: Ampicillinresistenz; ORI: Replikatlonsursprung 
fur E. colt LacZ: ct-Komplementationsstuck der (J-Galaktosidase. GroBenangaben in kbp. 

Schematische Darstellung des rekombinanten Vektors pKT1. Gezeigt sind das klonierte Fragment 
mit den flankierenden H/ndlll-Schnittstellen. Abkurzungen: cdi: bezeichnet die Lage und Ableserichtung 
des Gens der Creatinin-Deiminase-Untereinheit. Die GroBenangaben bedeuten kbp. 

DNA-Sequenz der Creatinln-Delmlnase Unterelnhelt (cdl) von T. creatlnlnl. Die abgeleitete Amino- 
sauresequenz ist unterhalb der DNA-Sequenz im Ein-Buchstaben-Code aufgefuhrt. 

Gelelektrophorese unter natlven Bedlngungen zum Expresslonsnachweis der Creatinln-Delmlna- 
se von 7. creatinin! nach heterologer Expression in E. coti. Die GroBe der mit Pfeilen gekennzeich- 
neten Banden ist in kDa angegeben. Spur 1: Proteinstandard (Thyroglobulin, Ferritin, Kataiase, Laktat- 
Dehydrogenase, Albumin); Spur 2: Rohextrakt von Tisslerella creatinin! (ca. 25 ng); Spur 3 und 5: aufge- 
reinigte Creatinin -Deiminase (5 u.g); Spur 4: Rohextrakt von £ coli DH5«/pKT1 (ca. 15 fig); Spur 6: Roh- 
extrakt von E. coli DH5a/pBluescript (ca. 15u,g). 

Analyse der aufgerelnlgten, rekomblnant exprimlerten Creatinln-Delmlnase von 7. creatlnlnl. Es 
erfolgte eine Auftrennung durch PhastGel-Elektrophorese mit einem Polyacrylamid-Gradienten von 
8-25%. Spur 1, 6: Proteinstandard; Spur 2,3: natives aufgereinigtes Enzym; Spur 4,5: aufgereinigte, mit 
SDS denaturierte Creatinin-Deiminase (1 u,g). 

Abb. 10: Westernblot-Analyse der aufgereinigten, rekombinant exprimierten Creatinin-Deiminase von T. 

40 creatlnlnl. Aufgereinigte Creatinin-Deiminase von Z creatlnini und Gesamtzeltextrakt von J. creatinin! 

wurden gelelektrophoretisch (12,8% PAGE) unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt, die Protei- 
ns auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und Creatinin-Deiminase mittels eines polyklonalen Anti- 
kfirpers immunologisch nachgewiesen. Spur 1-3: rekombinantes, aufgereinigtes Enzym; Spur 5 bis 7: 
Zellextrakt aus T. creatininL 

45 

Abb. 11: Substratabhangigkeit der aufgereinigten, heterolog exprimierten Creatinin-Deiminase aus T. crea- 
tlnlnl. Die Enzymaktlvitfit Ist in Abhangigkelt von der Creatininkonzentration aufgetragen. Eingefugte Ab- 
bildung: Doppeltreziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk. In den Aktivitatstest wurdejeweils 0,06 
gereinigtes Enzym eingesetzt. 

50 

Abb. 12: Creatinin-Bestimmung unter Verwendung der Creatinin-Deiminase von T. creatininhm gekoppeften 
optischen Test auf einem Hitachi 71 7-Gerat. Die Bestimmungsmethode ist mit der enzymatischen Crea- 
tinin-Bestimmung von Roche-Diagnostik (Testprinzip vgl. Abb. 3) verglichen. Das verwendete Hitachi 
71 7-Gerat wurde mittels kauflicher Standards kalibriert. Y-Achse: Gekoppelter optischer Test mit der Crea- 
55 tinin-Deiminase, X-Achse: Enzymatische Creatinin-Bestimmung mittels des Roche-Diagnostik-Kits. 



Abb. 2: 



5 

Abb.3: 



10 

Abb.4: 



15 

Abb. 5: 



20 Abb. 6: 



Abb. 7: 

25 

Abb. 8: 



30 



Abb. 9: 

35 
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Belspiefe: 

Beispiel 1: Klonierung des Creatinin-Deiminase-Gens (cdhOen)aus T. creatinini 

5 Reinigung der Creatinin-Deiminase aus Tissierella creatinini 

[0044] Die Kultivierung von Tissierella creatinini etiolate in Hungate-Rohrchen (Bellco Glass Inc., Vineland, USA) 

stehend bei 37 °C in einem anaeroben Medium, das gemaB der von Bryant (BRYANT, M. P. (1972). Am. J. Clin. Nutr. 

25: 1324-1328) modifizierten Hungate-Technik (HUNGATE, R. E. (1969). In: NORRIS, J. R. RIBBONS, D. W. (Hrsg.) 
10 Methods in Microbiology 3B: 117-132. Academic press, London) hergestellt wurde. Nach Einstellen des pH-Wertes 

wurde das Medium mit N^CC^ (80/20 % (v/v)) durchgast, verschlossen und dann bei 121°C 20-30 min autoklaviert. 

Vor dem Animpfen erfolgte die Zugabe des getrennt autoklavierten Reduktionsmittels (L-Cystein, 5 % (w/v)). 

[0045] Der Aufschluss der Zellen erfolgte mrttels einer French- Press -Zeile (SLM Instruments Company, Urban a, 

USA) bei einem Druck von 62 bis 1 03 Mpa. Zelltrummer und nicht aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation 
15 (10000-1 2000 x g. 10 min, 4 °C) entfemt. Der zellfreie Uberstand ergab den Rohextrakt. 

[0046] Die Creatinin-Deiminase von Ttssierella creatinini (GAUGLITZ, U. (1 988). Dissertation Universitat Gottingen) 

wurde aus 15 g T creatinini Zellen wie beschrieben zur apparenten Homogenitat gereinigt (GOTTSCHALK. E. M., 

HIPPE, H., PATZKE. F. (1991). Clin. Chim. Acta 204: 223-238). 

20 Sequenzierung von internen Peptiden der Creatinin-Deiminase 

[0047] Die gereinigte Creatinine-Deiminase wurde mit der Endoproteinase Glu-C von Staphylococcus aureus V8 
nach der Methode von Cleveland et al. (CLEVELAND, D. W., FISCHER, S. G., KIRSCHNER, M. W., LAEMMLI, U. K. 
(1977). J. Biol. Chem.252: 1102-1106) im SDS-Gel gespalten, und die Spaltfragmente wurden aufeine PVDF-Membran 
25 (Immobilon-P Transfer-Membrane, Fa. Millipore Corporation, USA) unter Verwendung eines Semi-Dry Fast-Blot Ge- 
rates (Multiphor II Nova Blot, Fa. Pharmacia LKB GmbH, Freiburg) ubertragen. Der N-temiinale Bereich der Creatinin- 
Deiminase und eines internen Peptids (28 kDa) wurden mittels eines Procise 491 Protein-Sequencers (Applied Bio- 
systems, USA) sequenziert. 

30 isolierung chromosomaler DNA aus T. creatinini 

[0048] Isolierung chromosomaler DNA aus T. creatinini erfolgte nach einer modifizierten Methode fiir DNA Isolierung 
aus Clostridien nach Bertram und Durre (BERTRAM, J. DURRE, P. (1989). Arch. Microbiol. 151: 551-557). 

35 Herstellung einer spezifischen Sonde gegen das Creatinin-Deiminase-kodierende Gen [cdi-Gen) und Hybridisierung 

[0049] Aus den erhaltenen N-terminalen Aminosauresequenzen der N-terminalen Domane der Creatinin-Deiminase 
und des internen Peptids wurden heterologe Oligonukleotide abgeleitet. Unter Verwendung dieser Oligonukleotide und 
chromosomaler DNA aus T. creatinini als Matrize wurde in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) eine 600 Basen- 

40 paare lange. spezifische Sonde des cdi-Gens gewonnen. Diese Sonde wurde mit dem Nonradioactive-DNA-Labeling- 
Kit von Boehringer Mannheim (Mannheim) markiert und in Southern-Hybridisierungen eingesetzt. In Southem-Hybri- 
disierungen, die nach dem Standardprotokoll von Sambrock et al. 1989 (supra) bzw. Ausubel et al. 1 987 (AUSUBEL, 
F., BRENT, R., KINGSTON, R.E., MOORE, D.D., SEIDMANN, J.G., SMITH, J.A. STRUHL, K. (1987). John Wiley and 
Sons : New York) durchgefuhrt wurden, wurde ein einzelnes 4,5 kbp groBes H//icflll-DNA Fragment identifiziert, das 

45 spezifisch mit der 600 bp-Sonde reagierte und somit das Creatinin-Deiminase-kodierende cdi-Gen beinhaltete. 

[0050] Das cdi-Gen aus T. creatinini wurde mittels einer "Shotgun-Kionierung" in den Vektor pKS + (vgl. Abb. 5) klo- 
niert. Hierzu wurde Hindi I l-restriktionsfragmentlerte chromosomale T. creatinini DNA in den mit Hindu linearisierten 
pBluescript SK+ (pSK+)-Vektor (Stratagene, Heidelberg; Ap', lac POT) ligiert und in Escherichia co//DH5a (HANAHAN, 
D. (1 983). J. Mol. Biol. 1 66: 557-580; Genotyp: F-, tacZDM15, recA^ , hsdRI 7, supE44, A(tacZYA, argF) transformiert. 

50 Die Kultivierung von E. coli erfolgte wie beschrieben in Lurfa Bertani (LB) Medium mit den entsprechenden Medien- 
zusatzen (Sambrock et al., 1989, supra). 

[0051] Die erhaltenen Klone wurden durch Koloniehybridisierung mit der markierten 600 bp Sonde auf das Vorhan- 
densein des cdi-Gen durchmustert. Dabei wurde die Koloniehybridisierung wie bei Sambrock et al. 1989 (supra) be- 
schrieben durchgefuhrt. Die Detektion derDIGmarkierten Sonde erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Boehrin- 
55 ger, Mannheim) unter Verwendung der CSPD-Detektionslosung. Es wurde ein positiver Klon identifiziert, der ein 4,5 
kbp groBes Insert aufwies. Dieses rekombinante Plasmid wurde als pKT1 (4,5 kb HindlU DNA Fragment von T. creatinini 
in pSK + ) bezelchnet. Mittels Restriktionskartierung des 4,5 kbp-Fragments wurde die Lage des vollstandigen cdi-Gens 
im Fragment bestimmt (vgl. Abb. 6). 
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Belsplet 2: Sequenzlerung und Analyse des cdAGens aus T. creatlnttnl 

[0052] Die Sequenz des cdi-Gens auf dem 4,5 kbp Insert von pKT1 wurde auf beiden Strangen durch die Methode 
des "Primer walking" bestimmt (STRAUSS, E.C., KOBORI, J.A., SIU, G., HOOD, LE. (1986). Anal. Biochem. 154: 

5 353-360). Dabei erfolgten die DNA-Sequenzierungen unter Verwendung des Automated Laser Flourescent Sequencer 
(ALF) plus einem PC mit der dazugehdrigen Steuersoftware "ALF-Manager v. 2.6° (Pharmacia LKB, Freiburg). Fur die 
Sequenzreaktionen wurde der "AutoRead Sequencing Kit" (Pharmacia LKB. Freiburg) verwendet. Sequenzierungen 
erfolgten mit den mitgelieferten fluoreszensmarkierten universellen Primem des Kits bzw. mit aus der Sequenz abge- 
lerteten fluoreszensmarkierten Primern (MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)). 

10 [0053] Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm DNA STRIDER Version 1 .2 (MARCK, C. (1 988). 
Nucl. Acids Res. 16: 1829-1836) auf einem Macintosh Computer (Fa. Apple Computer Cupertino, USA). Weiterge- 
hende Sequenzanalysen wurden mit Hilfe des "Wisconsin GCG Sequence Analysis Software Package" Version 8 
(Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotech nologie Center, Madison, USA) auf einem GroBrechner 
mit dem Betriebssystem UNIX durchgefuhrt. Fur Sequenzverglelche wurden die Gen- und Proteindatenbanken EMBL, 

15 GenBank und SwissProt herangezogen. Das cdi-Gen wies eine Lange von 1218 bp auf, die fur 406 Aminosauren 
kodieren. Daraus errechnet sich ein Moiekulargewicht von 47,5 kDa, was gut mit der molekularen Masse (47,5 kDa) 
ubereinstimmt, die mittels gelelektrophoretischer Auftrennung des gereinigten Proteins unter denaturierenden Bedin- 
gungen bestimmt wurde. Die vollstandige Sequenz des cdi-Gens mit der abgeleiteten Aminosauresequenz ist in Abb. 
7 dargestellt. 

20 [0054] Die abgeleitete Aminosauresequenz der Creatinin-Deiminase von T. creatinini wies hohe Ahnlichkeiten zu 
der Cytosin-Deaminase (codA) von £ coli auf, welche in der Lege ist, cometabolisch Creatinin zu deaminieren. Strom- 
abwarts des cdi-Gens befindet sich der N-terminale Bereich eines weiteren offenen Leserahmens (orf), dessen abge- 
leitete Aminosauresequenz hohe Homologien zur N-Carbamoylsarkosin-Amidohydrolase von Arthrobacter sp. auf- 
welst (vgl. Abb. 6). Damit scheint dieser orf fur den aminoterminalen Teil der N-Carbamoylsarkosin-Amidohydrolase 

25 von T. creatinini zu kodieren, dem drittem Enzym des Creatininabbauweges. 

Belsplel 3: Heterologe Expression und Aufrelnlgung elner aktiven Creatlnln-Delmlnase aus T. creatinini \n E. 
coli 

30 [0055] Die heterologe Expression von aktiver Creatinin-Deiminase aus T. creatinini In £ coli wurde in einer Analyse 
des rekombinanten Zellextraktes mittels nativer Gelelektrophorese (Abb. 8) und Aktivitatsbestimmung im zellfreien 
Rohextrakt nachgewiesen. Die native Gelelektrophorese zeigte, dass im Falle von £ coli DH5a/pKT1 im Gegensatz 
zu £ co//DH5o/pKS + eine zusatzliche eindeutige Bande im Bereich von 300 kDa auftrat (vgl. Abb. 8, Spur 4 und Spur 
6). Auf gleicher Hohe befand sich die Bande der gereinigten Creatinin-Deiminase (Abb. 8, Spur 3 und 5), die sich 

35 ebenfalls im Rohextrakt von 7: creatinini zeigte (Abb. 8, Spur 2). Die GroBe lag damit in dem Bereich (288 kDa), der 
von Gottschalk et al. 1 991 (supra) ermittelt wurde. Die spezifische AktMtat der rekombinanten Creatinin-Deiminase 
im zellfreien Extrakt lag bei ca. 10,2 U/mg. 

[0056] Die heterolog exprimierte Creatinin-Deiminase (EC 3.5.4.21 ) aus T. creatinini wurde gemaB Gottschalk et al. 
1991 (supra) aufgereinigt. Die Creatinin-Deiminase wurde jeweils aus 5 g Zellen mittels Ammoniumsulfatprazipitation 
40 und Chromatographic an Phenylsepharose und DEAE-SepharoseCL6B zur apparenten Homogenltat gereinigt (vgl. 
Abb. 9). Die spezifische Aktivitat des gereinigten rekombinanten Enzyms wurde mit 1423 U/mg bestimmt (vgl. Tab. 2). 
Die Lagerung erfolgte bei -20°C in Kaliumphosphatpuffer (KPP; pH 7,65, 50 % Glycerin). Im folgenden werden die 
einzelnen Schritte der Reinigung beschrieben. 

45 stufe 1 : Herstellung des zellfreien Extraktes 

[0057] 5 g Zellmasse wurden in 0,05 mol/l Kaliumphosphat, pH 7,65 unter Zusatz von 0,1 mg/ml Ribonuklease und 
0,1 mg/ml Desoxyribonuclease resuspendiert und durch dreimalige Behandlung mit einer French-Presse unter einem 
Druck von 120 MPa weitgehend aufgeschlossen. Zellriickstande wurden durch Zentrifugation (50000 x g, 10 min und 
50 4°C) entfemt. Der zellfreie Uberstand wurde als Rohextrakt bezeichnet. 

Stufe 2: Ammoniumsulfatfallung 

[0058] Der erhaltene Rohextrakt (14,7 ml) wurde auf eine 0,65 Sattigung mit Ammoniumsulfat bei 0°C gebracht. Es 
55 wurde abzentrifugiert (50000 x g, 1 5 min, 4°C) und das Prazipitat mit dem Enzym in 3 ml 0,05 mol/l Kaliumphosphat- 
puffer, pH 7,65 geldst. Zur Vorbereitung der Phenyl-Sepharose High Performance Chromatographic wurde gegen 0,05 
mol/l Kaliumphosphatpuffer, pH 7, der 1,7 mol/l (NH4) 2 S0 4 enthielt, dlalysiert. 
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Stufe 3: Phenyl-Sepharose High Performance Chromatographic 

[0059] Das dialysierte Enzym wurde an einer Phenyl-Sepharose High Performance-Saule chromatographiert, die 
mit einer Losung von 0,05 mol/i Kaliumphosphat pH 7/1 ,7 mol/l (NH^SO^, aquilibriert worden war. Das an die S£u!e 
5 gebundene Enzym wurde durch Verringerung der (NH^SO^Konzentration In dem Puffer mit einem absteigenden 
linearen Salzgradienten von 100 bis 0% (NH 4 ) 2 S0 4 eluiert. Fraktionen mit 2,75 ml wurden bei einer Durchflussrate 
von 1 ml/min gesammelt. Die Enzymakth/ltat eluierte bei 0,85 mol/l (NH^SC^ in einem Gesamtvolumen von 55 ml. 
Diese wurden unter mehrmaligen Wechsel des Puffers (0,05 mol/l Kaliumphosphat, pH 7,65/Glycerin (1 :2 vol/vol)) bei 
4°C bis zur Ammoniumfreiheit dialysiert. 

10 

Stufe 4: DEAE CL6B Chromatographie 

[0060] Das gesammelte dialysierte Enzym vom letzten Reinigungsschritt wurde an einer DEAE CL 6B-Saule (1 x 
1 0 cm) mit einem aufsteigenden linearen Gradienten von 0,01 5 mol/l bis 1 mol/l KCI In 0 S 05 mol/l Kaliumphosphatpuffer, 
i5 pH 7,65 chromatographiert. Das Enzym eluierte bei 0,44 mol/1 KCI in einem Volumen von 4,5 ml. Diese Fraktion wurde 
wie in Schritt 3 beschrieben dialysiert. Das Reinigungsschema ist in Tabelle 2 beschrieben. 
[0061] Das gereinigte Enzym war Im Dialysepuffer Qber einen Zeitraum von 9 Monaten mit einem Aktlvit&tsverlust 
von 9.1 % haltbar. Der optimale pH-Wert fiir das gereinigte Enzym lag in Phosphat- und TEA-Puffem im Bereich von 
8,5 - 8,75, die maximale Aktivitat wurde bei 47°C gemessen. 

20 

Tabelle 2: 



Relnlgung der rekomblnanten Creatlnin-Delmlnase *ln Gegenwart von Ammoniumsulfat (Stufe 1-4) wurde die 
Enzymaktivitat durch die Jaffe-Methode bestimmt, in Stufe 5 durch den gekoppelten optischen Test. 


Reinigungsstufe 


Volumen (ml) 


Aktivitat * (U/ml) 


Protein (mg/ml) 


Spez. Aktivitat (U/mg) 


1)Rohextrakt 


14,7 


265 


26 


10,2 


2) Ammoniumsulfat 
65% Uberstand 


23 


2.2 


6,7 


0,33 


3) Ammoniumsulfat 
65% 

resuspendiertes 
Pellet 


3 


981 


1:81 


542 


4) Phenyl- 
Sepharose HP 


7,2 


195 


0,19 


1026 


5) 

DEAE-Sepharose 
CL6B 


1.5 


569 


0,4 


1423 
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Belsplel 4: Charakterlslerung der gerelnlgten rekomblnanten Creatlnin-Delmlnase 

Homogenitat und Molare Masse 

*s [0062] Das aufgereinigte rekombinante Enzym wanderte als eine Einzetbande in einem nativen PhastGel-Gradienten 
(8-25%) zwischen den Referenzproteinen Ferritin (440 kDa) und Katalase (232 kDa). Dieses zeigte die Homogenitat 
der gereinigten Creatinin-Deiminase nach den Kriterien des nativen PhastGel-Gradienten. Die relative molekulare 
Masse des Enzyms wurde durch Extrapolation mlttels der Kalibratoren mit 296 kDa berechnet (Abb. 9, Spur 2 und 3). 
Urn die GrofBe der Polypeptidketten der Creatinin Deiminase zu untersuchen, wurde eine SDS PhastGel-Gradient 

50 (10-15%) Elektrophorese mit der gereinigten Enzympraparationdurchgefuhrt. DieelektrophoretischeMobilitatderBan- 
de entsprach einer relativen molekularen Masse von 49 kDa (Abb. 9, Spur 4 und 5) und war mit dem Wert von 45,7 
kDa vergleichbar, der aufgrund der abgele'rteten Aminosauresequenz des cdz-Gens berechnet wurde. 
[0063] Nach der Auftrennung des rekombinanten und des nativen Enzyms durch eine SDS/Polyacrylamid (12%) 
Gelelektrophorese konnte mit Hilfe eines Westernblots gezelgt werden, dass Antikorper gegen das rekombinante En- 

55 zym sowohl mit diesem als auch mit dem nativen Enzym aus Ttssierilta creatinini reagierten (Abb. 10, Spur 5-7, bzw. 
Spur 1-3). 
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Katalytlsche Eigenschaften und Metallgehalt der rekomblnant in E. coti hergesteitten Creatlnln Deimlnase 

[0064] Die Substratsattigungskurve des gereinigten Enzyms fur Creatinin ist in Abb.11 gezeigt. Der K m -Wert fur 
Creatinin wurde basierend auf elner Auftragung nach Lineweaver Burk mit 1,1 mmol/l berechnet, der V max fur diese 
5 Enzym preparation mit 8,8 U/ml (Protein konzentration: 6 ug/ml --> 1467 U/mg). 

[0065] Eine Metallanatyse der auf gereinigten rekombinanten Creatinin-Deiminase ergab einen Gehalt von 1 ,8 Zin- 
katomen pro 47,5 kDa Untereinheit. 

Beispiel 5: Enzymtest zur Bestimmung von Creatinin 

10 

[0066] Die Aktivit&t des gereinigten rekombinanten Enzyms wurde durch eine modifizierte enzymatische Methode 
nach Bergmeyer 1985 (BERGMEYER, H.U. (1985). Methods of enzymatic analysis 8: 488-507) bestimmt. Sie beruht 
auf der Messung des wahrend der Creatinindeiminierung freigesetzten Ammoniaks in einem gekoppelten optischen 
Test durch Verbrauch von NADH bei 340 nm bzw. 365 nm. Der Reaktionsansatz enthieftfolgende Konzentrationen in 
15 einem Endvoiumen von 0,6 ml: TEA-Puffer 0,11 mol/1, pH 8,6; Creatinin 1 ,5 mmol/l; AD P 1,11 mmol/l; DTE 1 mmol/l; 
NADH 0,11 mmol/l; 2-Oxoglutarat 11 mmol/l; Glutamat-Dehydrogenase 8 U/ml. Nach Inkubation des Reaktionsansat- 
zes (5 min bei 37°C) in einer Kuvette Im Photometer wurde die Reaktion mit 0,01 ml des gereinigten rekombinanten 
Enzyms gestartet und die Extinktionsabnahme bei 340 nm beobachtet. Eine Enzymeinheit katalysiert den Abbau von 
1 jimol Creatinin/min bei 37°C. 

20 

Beispiel 6: Creatlninbestlmmungen Im Plasma, Serum und Urln 

[0067] Die Bestimmung der Creatininmenge erfolgte in Ubereinstimmung mit dem in Beispiel 5 beschriebenen Te- 
stansatz. DerbenutzteProbenleerwertenthiettalle Reagenzien ausgenommen das Enzym. DieCreatininkonzentration 
25 wurde wie folgt berechnet: 

_ AExMwxV 
Crealinin e34o xdxvx10 

30 

[0068] V = Endvotumen (ml); v = Probenvolumen (ml); Mw = Molekulargewicht des Creatinins; 63^= spezifischer 
mikromolarer Extinktionskoeffizient von NADH (6,3 cm 2 /u.mol); d = Lichtweg (cm) 

[0069] Es wurden interferenzstudien mit der gereinigten heterolog exprimierten Creatinin-Deiminase mit verschie- 
denen in Seren relevanten Substanzen durchgefuhrt. Diese wurden zum Standardtestansatz gegeben und jeweils die 
35 Aktivitat der Creatinin-Deiminase bestimmt. In Tabelle 1 sind die getesteten relevanten Substanzen aufgelistet, die in 
den angegebenen Konzentrationen keine Interferenzen mit dem Enzymtest zeigten. Die rekombinante Creatinin-Dei- 
minase zeigte eine auBerordentliche Substratspezlfit&t bei Zusatz der in Tabelle 1 angegebenen Substanzen. 

Beispiel 7: Einsatz in Routineuntersuchungen 

40 

[0070] Das vorstehend beschriebene Verfahren der Creatinin-Bestimmung im optischen Test wurde in der Routine 
angewendet und mit der enzymatischen Creatinin-Bestimmung von Roche-Diagnostik (Testprinzip vgl. Abb. 3) vergli- 
chen. Hierzu wurden beide Messmethoden unter Verwendung eines Hitachi 717-Gerales durchgefuhrt, das mrttels 
kauflicher Standards kalibriert worden war. Der Vergleich, der in Abb. 12 dargestellt ist, zeigt, dass der gekoppelte 
45 optische Test unter Verwendung der Creatinin-Deiminase den Anforderungen einer Routineuntersuchung geniigt. 



so 



55 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> CampusGen GmbH 

<120> Genetische Sequenz, die fur Creatinin-Deiminase kodiert 
und ceren Verwendung 

<130> 337-1 EP 

<140> 
<141> 

<150> DE 102 00 386.6 
<151> 08.01.2002 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1593 
<212> DNA 

<213> Tissierella creatinini 
<400> 1 ' " 

ctggcattag tgttattggc 
acaaaagaaa aactgtaagc 
aaaaagttta ttaatgcaaa 
gacggtaaaa tcaaagagat 
ggcggtaaaa tggttactcc 
acattcgctg aacttggaaa 
atgtggccag tatttaaaaa 
ggggttatgg atgaggtttc 
gatccaaaat tcacaggtct 
gttgatatcc aaatagtatc 
gaattagtag aagaagcact 
gaaccagcta gagaatatgg 
tatgataagc taatagatgt 
gagctattaa atgcacttgt 
acttgttcat ttggttcagc 
aagagcaaga taaacttcat 
gacacttatc caaagcgtcg 
aatgttgcat ttgcacaaga 
atgatgaata tacttgacaa 
gaaaaagatt tagatttaat 
tatttattag aagtaggtaa 
gatgtaataa gaaaccgtgc 
agcaaaaacc agtagaatat 
aaataaattc caaattaacc 
ttccagtaga aaataaaaaa 
aaagggcgga tttagaatga 
agataataag ggtaaatatg 



<210> 2 
<211> 406 
<212> PRT 
<213> Tissierella creatinini 



tatagcaaca attttgtcaa 
tattaacaat gctaaatttt 
gatttacaag aacaatgaag 
tggtaataac ttagcagact 
accttatgta gatcctcacc 
aactggtgct ggctcaggaa 
gactttaact gtagaaagcg 
ccaaggggta caacatattc 
aaaagctatg ttggaaatga 
attcccacaa caaggaatgt 
taagatgggt gcagatgttg 
tgaaatgtct gttaaagcca 
tcactgtgat gagacagatg 
ttatttggaa ggttatggtg 
agatgattca tatgcatata 
ctctaatcca actgaaaatg 
tggattgact agagttaaag 
ttcaataaac gatccatggt 
tggaattcat ttagctcaaa 
tacctacaat ggtgctcgtt 
agattcaaac tttatcgttc 
taatgttctt gcttgtgtta 
gatgtaaaac ttgatttagg 
ccccggtggt gtaataaact 
atgatataaa aatttagtag 
gtcaaagaga cgtattatat 
gaattgattt agg 



taactgataa aaatacatta 60 
taaggagtga ttttatgatg 120 
caacagaaat tttagtagaa 180 
gtaaagaagt aattgatcta 24 0 
tacatttaga ttatgtgtat 300 
ctctttttga agctattgaa 360 
ttaaaaaact tgctcttaag 420 
gtacacatat agatgtaact 480 
aagaagaatt aaaggacata 540 
acacatataa gggtggacgt 600 
ttggaggaat tccgcattat 660 
cagttgaact tgctatgaaa 720 
atcctcaagc acgttttatt 780 
caaaaacttc agctagccat 840 
gaatgataga cttattcaaa 900 
cgtatctaca aggccgtcat 960 
aatttatgga gcatggtatt 1020 
atccaatggg taacggaaat 1080 
taatgtcacc acaagatata 1140 
gcctaaatat ccaagataaa 1200 
ttaacggaga cagcccattc 1260 
gaaaaggaga attctattta 1320 
cgtaaaatat taatatttta 1380 
ccatcggggg gttttttgtg 14 40 
tttgaaaaac ttaaataaag 1500 
tcaccagatg caaagtacaa 1560 
1593 
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<400> 2 

Met Met Lys Lys Phe lie Asn Ala Lys He Tyr Lys Asn Asn Glu Ala 
15 10 15 

Thr Glu He Leu Val Glu Asp Gly Lys He Lys Glu He Gly Asn Asn 
20 25 30 

Leu Ala Asp Cys Lys Glu Val He Asp Leu Gly Gly Lys Met Val Thr 
35 40 45 

Pro Pro Tyr Val Asp Pro His Leu His Leu Asp Tyr Val Tyr Thr Leu 
50 55 60 

Ala Glu Leu Gly Lys Thr Gly Ala Gly Ser Gly Thr Leu Phe Glu Ala 
65 70 75 80 

He Glu Met Trp Pro Val Phe Lys Lys Thr Leu Thr Val Glu Ser Val 
85 90 95 

Lys Lys Leu Ala Leu Lys Gly Val Met Asp Glu Val Ser Gin Gly Val 
100 105 HO 

Gin His He Arg Thr His He Asp Val Thr Asp Pro Lys Phe Thr Gly 
115 120 125 

Leu Lys Ala Met Leu Glu Met Lys Glu Glu Leu Lys Asp He Val Asp 
25 130 135 140 

He Gin He Val Ser Phe Pro Gin Gin Gly Met Tyr Thr Tyr Lys Gly 
145 150 155 160 

_ Gly Arg Glu Leu Val Glu Glu Ala Leu Lys Met Gly Ala Asp Val Val 

~ ~ 165 170 175 

Gly Gly He Pro His Tyr Glu Pro Ala Arg Glu Tyr Gly Glu Met Ser 
180 185 190 

35 Val Lys Ala Thr Val Glu Leu Ala Met Lys Tyr Asp Lys Leu He Asp 

195 200 205 

Val His Cys Asp Glu Thr Asp Asp Pro Gin Ala Arg Phe He Glu Leu 
210 215 220 
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15 



20 



40 



45 



50 



55 



Leu Asn Ala Leu Val Tyr Leu Glu Gly Tyr Gly Ala Lys Thr Ser Ala 
225 230 235 240 

Ser His Thr Cys Ser Phe Gly Ser Ala Asp Asp Ser Tyr Ala Tyr Arg 
245 250 255 

Met He Asp Leu Phe Lys Lys Ser Lys He Asn Phe He Ser Asn Pro 
260 265 270 

Thr Glu Asn Ala Tyr Leu Gin Gly Arg His Asp Thr Tyr Pro Lys Arg 
275 280 285 

Arg Gly Leu Thr Arg Val Lys Glu Phe Met Glu His Gly He Asn Val 
290 295 300 

Ala Phe Ala Gin Asp Ser He Asn Asp Pro Trp Tyr Pro Met Gly Asn 
305 310 315 320 
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Gly Asn Met Met Asn lie Leu Asp Asn Gly lie His Leu Ala Gin He 
325 330 335 

5 Met Ser Pro Gin Asp He Glu Lys Asp Leu Asp Leu He Thr Tyr Asn 

340 345 350 

Gly Ala Arg Cys Leu Asn He Gin Asp Lys Tyr Leu Leu Glu Val Gly 
355 "* 360 365 

10 

Lys Asp Ser Asn Phe He Val Leu Asn Gly Asp Ser Pro Phe Asp Val 
370 375 380 

He Arg Asn Arg Ala Asn Val Leu Ala Cys Val Arg Lys Gly Glu Phe 
385 390 395 400 

15 

Tyr Leu Ser Lys Asn Gin 
405 



20 

Patentansprflche 

1. Nukleinsauresequenz, die fur ein Protein oder Polypeptid mit Creatinin-Deiminase-Aktivitat kodiert, ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus: 

25 

(a) der in SEQ ID NO:1 gezeigten Nukleinsauresequenz oder einem Teil Oder Derivat davon, 

(b) einer Nukleinsauresequenz, die mit der Nukleinsauresequenz gemaB (a) hybridisiert und/odermindestens 
50% Homologie zu dieser aufweist, 

30 

(c) einer Nukleinsauresequenz, die bezogen auf eine Nukleinsauresequenz gemaB (a) oder (b) degeneriert ist. 

2. Nukleinsauresequenz gemaB Ansruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass das Protein oder Polypeptid mit Crea- 
tinin-Deiminase-Aktivitat Cytosin nicht deaminieit 

35 

3. Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequenz aus 
Tissierella creatinini abgeleitet ist. 

4. Nukleinsauresequenz, die zu der Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 komplementar ist. 

40 

5. Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure- 
sequenz DNA oder RNA ist. 

6. Rekombinantes DNA-Molekul, das eine Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 5 umfasst. 

45 

7. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das rekombinante DNA-Mo- 
lekul ein Vektoroder Plasmid ist. 

8. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor ein viraler Vektor 
50 oder ein Bakteriophage ist. 

9. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB einem der Anspruche 6 bis 8, das femer Expressionskontrollsequenzen 
umfasst, die die Expression der Nukleinsauresequenz steuern. 

55 10. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Expressionskontrollse- 
quenzen homo- oder heterolog zu der Nukleinsauresequenz sind. 

11. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Expressionskon- 
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trollsequenzen einen Promotor umfassen. 

12. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB einem der Anspruche 9 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, dass die Expres- 
sion regulierbar ist. 

5 

13. Rekombinantes DNA-Molekul gemaB einem der Anspruche 6 bis 12, das femer eine Nukleinsauresequenz um- 
fasst, die fur eln Potypeptid kodiert, das eine Sekretion des durch die Nukleinsauresequenz kodierten Proteins 
oder Polypeptids steuert. 

10 14. Wirtszelle, die ein DNA-Molekul gemaB einem der Anspruche 6 bis 13 umfasst. 

15. Wirtszelle gemaB Anspruch 14, die eine prokaryotische Zelle, eine Hefezelle, eine Insektenzelle, eine Pflanzen- 
zelle oder eine Saugerzelle ist. 

15 16. Wirtszelle gemaB Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die prokaryotische Zelle aus Escherichia coli 
und Bacillus subtilis ausgewahlt ist 

17. Wirtszelle gemaB einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequenz in 
der Wirtszelle exprimiert wird. 

20 

18. Wirtszelle gemaB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das durch die Nukleinsauresequenz kodierte 
Protein oder Polypeptid sekretiert wird. 

19. Protein oder Polypeptid, das durch eine Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 kodiert wird. 

25 

20. Protein oder Polypeptid mit Creatinin-Deiminase-Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, dass das Protein oder Po- 
lypeptid die in SEQ ID NO:2 gezelgte Aminos&uresequenz, elnen Teil oder eln Derivat davon umfasst. 

21. Antikorper, der spezifisch mit einem Protein oder Polypeptid gemaB Anspruch 19 oder 20 reagiert. 

30 

22. Antikorper gemaB Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass der Antikorper ein monoklonaler Antikorper ist. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Proteins oder Polypeptides mit Creatinin-Deiminase-Aktivitat, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 in einer Wirtszelle exprimiert und 

35 das Protein oder Polypeptid isoliert wird. 

24. Verfahren gemaB Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet, dass die Isolierung des Proteins oder Polypeptids 
durch Ammoniumsulfatfallung und Chromatographie an Phenylsepharose und DEAE-SepharoseCL6B erfolgt. 

40 25. Verfahren zur Bestimmung der Creatinin-Konzentration in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dass das Ver- 
fahren die Schritte umfasst: 

(a) Reaktion des Creatinins mit einem Protein oder Polypeptid gemaB Anspruch 19 oder 20 

45 (b) Bestimmung der Menge des in Schrttt (a) gebildeten Ammoniaks. 

26. Verfahren gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe eine Korperflussigkeit enthaft. 

27. Verfahren gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die Korperflussigkeit Plasma, Serum oder Urin 
so ist. 

28. Verfahren gemaB einem der Anspruche 25 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung des Ammo- 
niaks durch Behandlung mit Glutamatdehydrogenase In Gegenwart von a-Ketoglutarat und NADH oder NADPH 
und Messung des Verbrauchs an NADH oder NADPH erfolgt. 



55 



29. Verfahren gemaB Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Messung des Verbrauchs an NADH oder 
NADPH durch photometrische Messung bei 340 bzw. 365 nm erfolgt. 
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30. Kit zur Bestimmung der Creatinin-Konzentration, umfassend 

(a) eine Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 oder 
5 (b) eine Wirtszeile gemaB einem der Anspruche 14 bis 18 oder 

(b) ein Protein oder PolypepUd gemaB Anspruch 1 9 oder 20. 

31 . Verwendung einer Nukleinsauresequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 zur Herstellung eines Proteins oder 
10 Polypeptids mrt Creatinin-Deiminase-Aktivitat. 

32. Verwendung eines Proteins oder Polypeptids gemaB Anspruch 19 oder 20 zur Bestimmung der Creatinin-Kon- 
zentration in einer Probe. 

15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 
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Abb.l 



In der Niere; 

Transamidase 

L-Arginin + Glycin ► Ornithin + Guanidinacetat 

In der Leber ; 

Guanidinoacetat- 
Mctbyltransferase 

S-Adenosylmethionin . ►Creatin + S-Adenosylhomocystein 

+ Guanidinacetat 

1m Muskel : 
Creatin + ATP 



Creatinphosphat 



Creatinkinase Creatinphosphat + ADP 



^Creatinin + Phosphat 
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Abb. 2 



Creatinin + H 2 0 Creatminase ^ Creatin 

Creatin + ATP .Creatin-Kinase ^ Creatinphosphat + ADP 

Pynivat-Kinasc 

ADP + Phosphoenolpyruvat ^ ATP + Pyruvat 

Pyruvat + NADH+H* Lactntdehydrogenase ^ Lactat + NAD + 
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Abb. 3 



Creatinin + H 2 0 


Creatininase 
p> 


Creatin 




Creatin + H 2 0 


Creatinase 
► 


Harnstoff + Sarcosin 




Sarcosin + O2 + H 2 0 


Sarcosinoxidase 
- ► 


Glycin + Formaldehyd + H 2 0 2 




H2O2 + Indicator (PAP) 


Peroxidase 


2H 2 0 + HBr + Farbstoff 


► 
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Abb. 4 



Creaiinin Crealinin-Deiminase ^N -Methylhydantoin + NH 3 

NH 3 + a-Ketoglutarat + NADPH+H e Glutamatdehydroge T Glutaraat + N ADP + 
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Abb. 5 
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Abb. 6 




orfW 



ffindUJ 
I 



HindlU 
HindUl | 



4.S 



pKTl (insert 4.5 kbp) 
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Abb. 7 



CTGGC ATT AGTCTT ATTCCCT AT AGC AAC AATTTTGTC AAT AACTS AT AAAAA T AC ATTAAC AAAAG AAAAACTGT AAGC BO 

-Lbs. 

TATTAACAATGCTAAATTTTTAAGGAGTGATTTTATGATC 1 60 

MMKKFINAKIYKNNEA 16 

cdi — ^ 

CAACAGAAATTTTAGTAGAAGACGGTA\AATCAAAGAGATTG^ 240 

TEILVEDGKIKEIGNNLADCKEVIDL 42 

GGCGGTAJUUVTGGTTACTCCACCTTATGTAGATCCTCACCTAC 3 20 

GGKMVTPPYVDPHLHIDYVYTLAELGK 69 

AACTGGT^CTGGCTCAGGAACTCTTTTTGAAGC^ 400 

TGAGSG.TLFEAI EMWPVFKKTLTV2S V 96 

TT AAAAAACTTGCTCTT A^GGGGGTTATGG ATG AGGTTTCCCAAGGGGTACAACATATTCGTAC AC ATATAG ATGTAACT 480 

KXLALKSVHDEVS0GVQHIRTHX3VT 122 

GATCCAAAATTCACAGGTCTAAAAGCTATGTTGGAAATG A^AGAAGAATTAAAGGACATAGTTGATATCCAAATAGTATC 560 

DPKFTGLKAMLEMKEELKDIVDIQIVS 149 

ATTCCCACAACAAIX3AATGTACACATATAAGG 64 0 

FPQQGMYTYKGGR2 LVEEALKMGADVV 176 

TTGGAGGAATTCC3CATTATGAACCAGCTAGAGAATATGGTGAAATGTCT "720 

GGI PHYEPAREYGEMSVXATVELAMK 202 

TATGATAAGCTAATAGATGTTCACTGTGATGAGACAGATGATC 800 

YDKLIDVHCDETDDPQARFIELLNALV 229 

TTATTTGGAAGGTTATGGTGCAAAA/.CTTCAGCTAGCCATACT^ 880 

YLEGYGAKTSASHTCSFGSADDSYAYR 256 

GAATGATAGACTTATTCAAAAAGAGCAAGATA*AC 960 

MI DLFKfCS R I M P I SN'PTE-NAYLQGRH 282 

GACACTTATCCAAAGCGTCGTGGATTGACTAGAGTTAAAGAATTTATGGAGCATGGT 1040 

DTYPKRRGLTRV KEFMEHG I NVAFAQD 309 

TTCAATAAACGATCCATGGTATCCAATGGGT.^ACGGAAATATGATGAATA 1120 

SINDPWVPMGNGNMMNI^DNGIHLAQI 335 



MSPQDIBKDLDLITYNGARCLNICDK 352 

TATTTATTAGAAGTAGGTAAAGATTCAAACTTTATCCTTC 1230 

YLLEVGKDSNFIVLNGDSP7DVIRNRA 3e9 

TAATGTTCTTG CTTGTGTT AG AAAAGG AG AATTCT ATTT AAGCAAAAACC AGT AG AAT ATG ATGT AAAACTTGATTT AGG 1360 



CGTAAAATATTAATATTTTAAAATAAATTCCAAATTAACCCCC 1440 
TTCCAGTAGAAAAT AAAAAAATGAT AT AJ^J^TT^ 1520 




1200 



NVLACVRKGE? 



Y L S K N Q 

term 



torm 



GTC AAAGAG ACGTATTATATTCACC AG ATGC AAAGTAC AA^GATAA.TAAGGGT AAAT ATGGAATTGAT/TTAGG 



1593 
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Abb. 8 



1 2 3 4 5 6 
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Abb. 9 
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Abb. 10 



kDa 

175 — !^ 

83 — 

62—.., 

32.5- & 

36* ' 

25- «R- • 



16.5 — 



M 
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Abb. 11 
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Abb. 12 




28 



EP 1 325 958 A1 



Europaisches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICKT 



Nummer der Anmeldung 

EP 03 CO 0029 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorie 



Kenraeichnuag des Dokumerrts mit A/igabe, soweit erforderlich, 
der maBQebflchen Tete 



Betrirtt 
Anspruch 



KLASSlRKATlON DER 
ANMELDUNG (lm.CI.7) 



D,X 



GOTTSCHALK ET AL.: "Creatinine deiminase 
(EC 3.5.4.21) from bacterium BN11: 
purification, properties and applicability 
in a serum/urine creatinine assay" 
CLINICA CHIHICA ACTA, 

Bd. 2G4, 1991, Seiten 223-238, XP008816258 

* Seite 224, letzter Absatz - Seite 226 * 

* Seite 229 * 

* Seite 236 * 

* Tabelle III * 

FARROW ET AL.: "Phylogenetic evidence 
that gram-negative nonsporulating 
bacterium Tissierella (Bacteroides) 
praeacuta is a member of the Clostridium 
subphylum of the gram-positive bacteria 
and description of Tissierella creatinini 
sp. nov" 

INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY. 

Bd. 45, Nr. 3, Juli 1995 (1995-07), Seiten 
436-440, XP008016284 

* Seite 436, linke Spalte, Zeile 11, 

letzter Absatz - Zeile 13 , letzter Absatz 
* 

* Seite 436, rechte Spalte, Absatz 2 * 

* Seite 437, rechte Spalte, Zeile 21 - 
Zeile 23 * 

* Seite 437, rechte Spalte, Zeile 44 - 
Zeile 49 * 

JP 07 143881 A (T0Y0B0 CO LTD) 
6. Juni 1995 (1995-06-06) 

* Seq Id Nos 1, 2 * 

* Absatz [0012] - Absatz [0034] * 



1-32 



C12N15/55 

C12N9/78 

C12N15/63 

C12N5/10 

C07K16/4O 

C12Q1/34 



1-32 



RECHERCHIERTE 
SACHGEBIETE (lnt.CI.7) 



C12N 
C12Q 



1.4-23, 
25-32 



Dsrvohlegende Recherchenbericht wurde tor alia PatentansprOche ensdlt 



BERLIN 



AtocMu&dalum da RwrmThe 

29. April 2003 



Prtfer 

Ceder, 0 



KATEGORIE OER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von besonderer Bedeutung ailein betraehlet 

Y : von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer 

anderen VetflffentJtcfiung derselber Kategorie 
A : tecfmoiogisctier Hints rgrund 
0 : nichtschiiftticho Oftenbarung 
P : ZwiscnenUtBraiur 



T : der Erftndung zugrunde liegende Theorlen odei Grundsatee 
E : afle.-es PatenJdokument, das jodocn erst am Oder 
nach cem AnmeWedaium verttteniliem worden ist 
D : in der Anmeldung angeWnles Dokumerrt 
L : a us anderen Grunden angefur:rtes Document 

*TMiSiedder''g^ 
Dokument 



29 



EP 1 325 958 A1 



Europaisches 
Patantamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nummor der Anxroldunfl 

EP 33 00 0029 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



Kategorie 



Kennzeichnung das Ookuments mil Angabe, soweit erforderiich. 
der maBgeblichen Teile 



Betriffl 
Anspruch. 



KLASSHKATtON DER 
ANMELDUNG (talCI.7) 



■ D,A 



DATABASE EM PRO [Online] 

EMBL; 12. MaT 1993 (1993-G5-12) 

AUSTIN ET AL.: °codA=cytosine deaminase 

[Escherischia coli, genomic 1634 nt] n 

retrieved from EBI 

Database accession no. S56903 

XP002239647 

* das ganze Dokument * 

& AUSTIN ET AL.: MOL PHARMACOL, 

Bd. 43, Nr. 3, 1993, Seiten 380-387, 

TANGANELLI ET AL.: "Enzymic assay of 
creatinine in serum and urine with 
creatinine iminohydrolase and glutamate 
dehydrogenase" 
CLINICAL CHEMISTRY, 

Bd. 28, Nr. 7, 1982, Seiten 1461-1464, 
XPG01148949 

* Zusanroenfassung * 

* Seite 1461, linke Spalte * 



1,4-23, 
31 



25-30,32 



Der vorliegende Recherchenbsricht wurde fOr alia PatentanspfQchs erstellt 



RECHERCHfERTE 
SACHGEBIETE (lnta7) 



BERLIN 



AbscrtuflcaJum der Rucftsrcha 

29. April 2003 



Ceder, 0 



KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE 

X : von besonderer Sedeutung afiein betrachtet 

Y : von besonderer Bedeutung In Verbtndung rrrft einer 

anderen VerflftentEchung dersetoen Kategorie 
A : tochnotogrschef Hintergrund 
0 • n ichtstin If tSche Offenbarung 
P : ZsvectionlHeratur 



T : der Erflndung zugrunde Itegende Theorem oder Gru.idsaize 
E : a! teres Patemdokument, das Jedom erst am oder 
rach dem AnmeW edatum ver offenricht worden tst 
D : Inder Anmeldung angefuhrtes Dokument 
L : aus anderen Grunden angefOhrtes Dokument 



& : Mitglled der glekton Patentkmlie,OberBJnstinrnendes 



30 



EP 1 325 958 A1 



ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG NR. 



EP 03 00 0029 



In diesem Anhang sind die Mitglieder der PatentfamiBen der im obengenannten europalschen Recherchenbericht angetuhrten 
Patentdokumeme angegebcn. 

Die Angaben Ober die FamKienmitglieder emsprechen dem Stand der Datei des Europaischen Patentamts am 
Diese Angaben dtenen nur zur Unterrichtung und erfofgen ohne Gewahr. 

29-04-2003 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VeroHsrttlichung 



Mitglled(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlfchung 



JP G7143881 



06-06-1995 KEINE 



Fur nahere Einzeiheiten w diesem Anhang : siehe AmtsHatt des Europaischen Patentamts, Nr.12/82 



31 



